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J© Resistenzgen gegen Phosphinothricin und seine Verwendung. 

N^S UrCh Se,ektion von Streptomyces viridochromogenes DSM 4112 gegen Phosphinothricyl-alanyl-aianin 
(PTT) erhalt man PTT-resistente Selektanten. Aus der G samt-DNA dieser Selektant n erhSIt man durch 
©Schneiden mit Bam Hi, Klonieren eines 4,0 kb groflen Fragments und Selektion auf PTT-Resistenz das DNA- 
^ Fragment, welches das Phosphinothricin (PTC)-Resistenzgen tragt. Dieses ist zur Herst Hung PTC-resistenter 
UlPflanzen, aber auch ais Resistenz-Marker sowie zur selektiven N-Ac tylierung der L-Form von racemischem 
PTC geeignet. 
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Aus der Deutschen Patentschrift 2 717 440 ist es bekannt. da/3 PTC als Totalherbizid wirkt m h w 
veroffentlichten PCT-Anmeldung WO 86/02097 sind Pf.anzen beschrieben. daren ResS enz o£en PTC 
darauf zurOckzufuhren ist. da* sie Glutaminsynthetase Uberproduzieren. 9^ SS^SLSSZ bef 
sp.elswe.se .nfolge einer Genamplifikation, bergen jedoch die Gefahr der Instant lT Zh T™2' a 
solchen Instabi.itat ginge also die Oberproduktion an G.utaminsyr^etas uck on? dii k nmll 
Inhibitorwirkung des PTC kame wieder zum Zuge. ^'"syntnetase zuruck und d.e kompetrUve 

Die Erfindung. die in den PatentansprOchen definiert ist. bezieht sich demgegenuber auf ein Resistenz- 
gen gegen PTC und seine Verwendung zur Herstellung PTC-resistenter Pflanzen. Daruber Lals^nn 
dieses Gen auch als Resistenz-Marker Verwendung finden. Weiterhin eignet sich das Gen w ■ £S£j?!E 
Acetyherung der L-Form von racemischem PTC. seiewiven n- 

Durch Klonieren von Teilbereichen dieses 4 kb-Fragmentes wurde die Lage des Codierbereichs nSher 
Die Ssquonzien.no "ach Maxam und Gilbert des 0.6 kb-Fragmems erglbt die DNA-Seouen, i /A*.™, 

& D «1T iTTT »r "■ slch dle ^ *■ 'JSt^J^mSSS; 

258). Das Ende des Gens hegt be.m vorletzten der wiedergegeben Nucleotide (Position twt\ h h w=» 
letzte Nucleotid (Position 807). ist der Beginn des Stop-Codons NUC,eot,de < Posrt, ° n ^ <*■ das 

dJl^^^T^ ' " Shine - Da '9arno-Sequenz- durch Unterstreichen hervorgehoben ebenso 
n Sf? 0 " W ' rkende GTG - D6r mafl 9ebliche Leserahmen ist also in der obersten Zeile ausoeSnTcW 
di* So DNA - Se ^ Ue ? Z " die Restriktionsschnittstelien innerhaib des sequenzierten SnLSjS *e 
die Sequenz mehr als sechsmal schneiden, sind nicht angegeben. «=nzyme. die 

Das Antibiotikum PTT wird von Bakterien aufgenommen und zu PTC abgebaut. Dieses inhibiert bei 
Baktenen ebenfalls die Glutaminsynthetase. so dafl die Bakterien an GluiminmangTJenSn PT? 
produz.erende Bakterien so.lten daher einen Mechanismus besitzen. der sie vor de^rkung ^s Pt7 
Ihh " H S( L en ^? r W****-™ *** Produzierten PTT verhindert Oder eine ^ SfiSon Ves 
Abbauproduktes PTC ermoglicht. Uberraschenderweise ist der PTT-Produzent S. viridochron^Q^es DSM 
41 1 2 aber gegen sein eigenes Antibiotikum sensitiv. Unerwarteterweise ge.ang el a^SSon aul 

; T T T Qberraschend hoh * n ^te von etwa 10- Se.ektanten zu finden "die ge^en PT^ 
res,stent smd und auch das Untergrundwachstum der benachbarten Ko.onien unterdrticken ^ 

Aus der DMA dieser Selektanten wurde eine Genbank angelegt. indem die DNA isoliert mit BamHI 
gespalten und in einen Streptomycetenvektor ligiert wurde. Das Ugationsqemisch w^in IflSn 

- 23 transformiert - wobei * 1 «• bTi" 

li^T^t TZT^J"""! von etwa 1 bis 5 kb erhalten wurden. Unter den Transformanten finden 
s.ch PTT-res.stente S . hvdans-Stamme. Durch Isolierung des Plasmids und RetransformatZ^S livida^s 
konnte geze.gt werden. dafl die Resistenz plasm idcodiert ist. Das fur die Resistenz ve^ JcnT^ 
l.egt auf emem 4 kb-BamHI-Fragment (Figur 1). Der Codierbereich ist auf dem 0 8 TSSaament 

5SS.S^SS emha,t keine schnittste,,en f0r die En2yme » w?S£E2 

veroffenthchungsnumm r 0 173 327 Fiaur 71 zeiot riafl Ha* ••» r, . 

bekanntan f!«n w r^hi^H „ , 1 ri9 " r J /) f e,9tl dafi das erfmdungsgemafle R sist nzgen von dem 

bekannten Gen v rsch.ed n ,st. welches auf der Suche nach den PTT-Biosvnthesegenen gefunden wurde. 
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Durch Inkubation von Zellextrakten von S. viridochromogenes DSM 4112 und S. lividans TK 23 
einerseits und der PTT-resist nten S. viridochromoqenes -Selektante und einer plasmidtragenden S. I 
ividans -Transformant andererseits mit PTC und Acetyl-Coenzym A konnte gezeigt werden, dafl~die 
letztgenannten Zellen eine acetylierend Aktivitat zeigen. Chromatographische Befunde zeigen, dafl die 
5 Acetylierung an der Aminogruppe erfolgt. 

Da auch in E. coli eine PTT-Resistenz festgestellt werden konnte und der Resistenzmechanismus 
somit auch in Gramnegativen Bakterien funktioniert, kann eine Resistenz auf Grund von Tran- 
sportphanomenen ausgeschlossen werden. Das erfindungsgemafle Resistenzgen kann somit nach Kop- 
plung an pflanzliche Promotoren mit geeigneten Vektoren in Pflanzen transformiert und es konnen so PTC- 
io resistente Pflanzen hergestellt werden. 

Die N-Acetylierung von PTC kann auch zur Racemattrennung von synthetischem D,L-PTC genutzt 
werden. da selektiv nur die L-Form acetyliert wird. 

Die Erfindung betrifft somit auch die Verwendung des Resistenzgens zur selektiven N-Acetylierung der 
L-Form von racemischem PTC. 
75 Die von dem erfindungsgemaflen Resistenzgen kodierte PTCAcetyitransferase kann also dazu benutzt 
werden. racemisches PTC. wie es beispielsweise nach der deutschen Patentschrift 2 717 440 erhaltlich ist, 
in die optischen Antipoden zu trennen. indem das Racemat der acetyiierenden Wirkung dieses Enzyms 
ausgesetzt wird, wobei selektiv die L-Form angegriffen wird. wahrend die D-Form unverandert bleibt Das 
so erhaltene Gemisch kann dann aufgrund seiner unterschiedlichen Eigenschaften in an sich bekannter 
20 Weise aufgetrennt werden. 

Es ist bekannt. N-Acyl-D.L-Aminosauren mit gegebenenfalls tragerfixierten Acylasen in Kontakt zu 
bringen. wobei selektiv die L-Aminosaure freigesetzt wird, die aus dem Gemisch mit der N-Acyl-D- 
Aminosaure nach Ansauern mit nicht wassermischbaren Losemitteln extrahiert werden kann (Britische 
Patentschrift 1 369 462). Eine entsprechende Auftrennung von N-Acyl-D,L-PTC ist beispielsweise aus der 
25 Deutschen Offenlegungsschrift 2 939 269 Oder der US-Patentschrift 4 226 941 bekannt: 

Das erfindungsgemafl zuruckbleibende D-PCT kann in bekannter Weise racemisiert werden (Europai- 
sche Patentanmeldung mit der Veroffentlichungsnummer (EP-A) 0 137 371, Beispiel 8). und dann in den 
Prozefl zurClckgefUhrt werden. 

Die Isolierung des Enzyms, worunter hier und im folgenden auch immer der enzymatisch wirksame Teil 
30 verstanden werden soil, ist moglich, aber nicht erforderlich. Falls das Enzym isoliert wird. kann es in freier 
oder tragerfixierter Form eingesetzt werden. Geeignete Trager sind beispielsweise in der EP-A 0 141 223 
beschrieben. Zweckmaflig wird jedoch das Enzym nicht isoliert, sondern man setzt beliebige PTC-resistente 
Zellen ein. die das erfindungsgemafle Enzym exprimieren. So kann zweckmaflig die PTT-resistente 
Selektante von S. viridochromogenes DSM 4112 eingesetzt werden. Vorteilhaft kann auch eine beliebige. mit 
35 dem erfindungsgema/Jen Gen transformierte Zelle zum Einsatz gelangen. die in der Lage ist. di PTC- 
Acetyitransferase zu exprimieren. Das erfindungsgemafle Gen, worunter hier auch aktive Teile desselben 
verstanden werden, kann hierbei in plasmidintegrierter Form in die Wirtszelle eingebracht werden oder mit 
anderen ublichen gentechnischen Methoden, beispielsweise durch Transfektion. Zweckmaflig ist beispiels- 
weise der Einbau in ein E. coli-Expressionsplasmid und Transformation von E. colimit einem solchen 
40 Plasmid, beispielsweise nach den aus EP-A 0 163 249 und 0 171 024 bekannten Verfahren. 

Zur erfindungsgemaflen N-Acetylierung von L-PTC im Racemat konnen die Zellen. die di PTC- 
Acetyitransferase exprimieren. in freier oder fixierter Form eingesetzt werden, wobei die ublichen Fixie- 
rungsmethoden Anwendung finden (z.B. Deutsche Offenlegungsschrift 3 237 341 und darin zitiert Litera- 
tur). 

45 Die erfindungsgemafle enzymatische Acetylierung von L-PTC erfolgt in der fur enzymatische Umset- 
zungen ublichen Weise, wobei sich die Verfahrensbedingungen an den Gegebenheiten des eingesetzten 
Organismus orientieren. Grundsatzlich kommen hierfur dieselben Methoden wie fur die vorstehend genan- 
nten selektiven Entacylierungsverfahren in Betracht. 

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung naher erlautert. Teile und Prozentangaben beziehen 

so sich auf das Gewicht. sofern keine anderen Angaben gemacht werden. 

Beispiel 1 : PTT-resistente Sel ktanten 



55 



Der Stamm S. viridochromogenes DSM 4112 wurde auf Minimal-Medium (Hopwood et aJ.. Genetic 
Manipulation of Streptomyces. A Laboratory Manual. The John Innes Foundation, Norwich, England (1985), 
S. 233) angezog n und mit PTT in steigend n Konzentrationen versetzt B i ein r Konzentration von 100 
ug/ml wurde pro etwa 10 5 Kolonien ine resistente Kolonie gefunden. 
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Beispiel 2: Herstellung des Vektors 
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Patentanmeldung mit ^ V*<^^ 1 ^ Fra ^ mit de ' Thiostrepton-Resistenz (Europaische 
Plasmid pEB2 (Rgur 2) Veroffen t"^ungsnummer 0 158 201) ligiert. Man erhalt das 8.15 kb grofle 

Beispiel 3: Isolierung des Resistenzgens 

sir ^SrlSS™ ^ s ™ ■ 

nommene Plasmid isoliert unTrlrtSLIS llh f i!^^- Ko «°™n- Aus diesen wird das aufge- 

diertist, da die Transformanten 1 1? ?. ^ Werden ' da * die PTT - R «*iste'" plasmidco- 

ransTormanten auf Minimalmedium wachsen, das 100 ug/ml PTT enthalt. 

Beispiel 4: Nachweis der Inaktivierung von PTC durch N-Acetylierung 

sucht- S. Fra9m9ntS WUrde " Stamme unter- 

und S. llv idans 7727^ 36 ' ~ v '" docn ™°q°"es (PTT-resistente Mutante). S. hv.dans TK23 

VerSffSichtn^^ A (Europaische Patentanmeldung mit der 

Nacn der Ernte^irdTrr-g 0 M ceMn efneS ZSglXlTs TT^ * 

Bacteriol 151 (iqr?\ fi7ft-«oi;\ m* ^ „ w uner < z * °* ™5>-Duffer: C. J. Thompson et ai. J 

PTC-Ab^a^ autgeschlossen. Ein tvpisches Experiment zurMessung des 

Q-n^.D^ecB.W^S^g^,: ""^ VOrhandenen ^C-Mengen werden durch HPLC 

Stamm nicht umaesetztes PTC 

eingesetztes PTC 
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45 l^vidans TK23 100% 

,S* viridochromogenes 72? 
(DSM 40736) 
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S . viridochromogenes 7^ 
Selektante 



S. lividans TK23 (pPRl) 31% 
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Da/3 es sich urn eine N-Acetylierung des PTC handelt. kann durch Vergleich mit Referenzsubstanzen 
der Dunnsch.chtchromatographie nachgewiesen werden (keine Anfarbung durch Ninhydrin). 
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DNA-Sequenz I 



IleTrpSerAspYalLeuGlyAlaGlyProValLeuProGlvAsBA^nPh.D*, c . 
AspLeuSluAroArgProSlyGlyAroSepeivAlJAlaAroe?!! PPH f he Ser l-euGlyGlyThrSerIle 
ArgSerGlyAl.ThrLrTrp^yP^ 

AGATCTG6AGCGACGTCCTGGGGGCCGGTCCG6TGCTGCCC^ 

TCTA6ACCTCGCTGCAGGACCCCC6GCCAGGCCACGACGGGCCCCTGCT6AA6AAGA^ 75 
S^r 0 S.rApgApg61yProPpoAPQA.pP 

A-PProAl«U.lfl,p61nPro61yThrAr 0 Hi.6In6lJproS^5fl^ 
""In^S-ThrArgPr.^^^ 

SerAlaLeuArgValValSerArgIleArgLysGluLeuGlyValProL» u Ar.oi ■< , T , «^ 

L-uSlyV.lAl.GlyeiyL.uAUHi.P^ 
SerArgAr 9 Cy 3 61yTr P SerArgAlaSerAlaArgAanSerAlaC yS ni5SerIliwp n£ S P Le " Ap O As P 
TCTCGGCGTTGCGGGTGGTCTCGCGCATCCGCAAGGAA^TCG^ SerSerArg 
A6AGCCGCAACGCCCACCAGAGCGCGTAG6CGTTCCTT6AGCCGCACGGT^ 150 
ArgProThrAlaProProArgAlaCy S GlyC y9 ProValArgArgAlaSalGlyA?aS 

^^"ArgTHrTHrGluArg.etArgLeuSerSer^ 

ProSerLeuGluAlaValAlaSluSerValLeuArg61uLeuLy361vThrAM or Am ci a. * u 
/^alProGlySerGlyGlyArglleArgThrProtgThrG^^ 

ArgArgProTrpLysArgTrpProAsnProTyrSerAlaAsnQP A^r? ! c , , !? r oCysProProPro 
CGCCGTCCCTG6AAGCGGTGGCC6AATCCGTACTCCGCGAACTG^ 

gcggcagggaccttcgccaccggcttaggc^sJggcgc??^^ ™ 

AlaThrGlyProLeuProProArglleArgValGlyArgValSerProSeJ?^ 
^Q61y61nPh«Ar B Hi.61yPh.eiyTypeiu^ 

LeuSerGinAsnThr61u61yAroProHi3ValSerProeitjAf-«Ar-«Dp.«u-i r>i r * * „ 
S.rSl u Cv a P heU .lS e rProL«uai y C, 5 T hrL .u61 y Lr fl r 0 « r il^'L;;X S fiMi^«u y 

«l.S.r n ..M.«l.Thr61„S.rM.tThrLeuOP AH «.;i^rffil!S?|^; i X?!S3«5S7' 
«r B *-,L.u^»«r B S.r61yS~T.ArTrpl"££^^ 

GCGTCTG«GGCGTCCTC fl CCT W CTGCT6G«CCTCGCSGAGG?cc?6" M? SISESSESSSS^ *" 

AlaSerGluAlaProThrSerArgArgGlyProAlaGlvGlvPr-ofiiw^fii 1 a7 2 * 6C GGCTCCACC 

Cy S .a, Sly Cy 5 S rH^HaSarSar^Sar^TppSar^ GlyLsa^M.S."!^ 
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DNA-Sequenz I (F ortsetzung ) 



61yV/aWalAlaGlyIleAlaTyrAla61yProTrpLy3AlaArgAsnAlaTyrA3pTrpThrU a iGluSerThr 
61yApgApgApgApgHi3ApgLeuApgApgPpoLeuGluGlyPpoGlnApgLeuApgLeuAspApgApgUalA 3 p 

ArgAlaSerSerProAlaSerProThrProAlaProGlyArgProAlaThrProThrThrSlyProSerSerAra 
AGGGCSTCSTCGCCG6CATCGCCTAC6CC6SCCCCTGGAAGGCCCGCAACGCCTACSACTGGACCSTCGAGTCGA 5^5 
TCCCGCAGCAGCGGCCGTAGCG6ATGCGGCCGGGGACCTTCCGGGCGTTGCGGATGCTGACCTGGCAGCTCAGCT ' 
ProArgArgArgAroCysArgArgArgArgGlyArgSerProGlyCysArgArgArgSerSerArgArgThrSe'- 
AlaAspAspGlyAlaA3pGlyValGlyAla61yProLeuGlyAlaUalGlyValValProGlyA3pLeuAr-ri-- 
ProThrThrAlaProMetAlaAM AlaProGlyGlnPheAlaArgLeuAlaAM SerGlnCal ThrSepAs'pVal* 

yalTyrValSerHisArgHxsGlnArgLeuGlyLeuGlySerThrLeuTyrThrHisLeuLeuLysSerMetGlu 
GlyUalArgLeuProProAlaProAlaAlaArgThrGlyLeuHisProLeuHisProProAlaGluUalHiaSly 
ArgCyaThrSerProThrGlyThrSerGlySerAapTrpAlaProProSerThrProThrCysOP SerProTr^ 
CGGTGTAC6TCTCCCACC6GCACCAGCGGCTCG6ACTGGGCTCCACCCTCTACACCCACCTGCT6AA6TCCA7 --^ 53C 
GCCACATGCAGA6GGT6GCCGTGGTCGCC6AGCCT6ACCCGA6GTGGGA6ATGTGGGTG6ACGACTTCA6G7 ACC 
ProThrArgApg61y61yAlaGlyAlaAlaAr g u a lProSerTrpGlyArgCy3Gly61yAlaSerThrTrpPro 
HisUalAspGlyValProValLeuProGluSerGlnAlaGlyGlyGluUalGlyUalGlnGlnLeuGlyHisLeu 
ThrTyrThr61uTppArgCy3TrpArgSerProSerPro61uUalArgAM ValTrpArgSerPheAspMetSer 

AlaGlnGlyPheLysSerValUalAlaUallleGlyLeuProAanAspProSerValArgLeuHigGluAlaLeu 
61yProGlyLeu61n61uArg61yArgApgHisArgThrAlaGlnArgPro61uArgAlaProAlaApg61yAla 
ArgProArgAlaSepArgAlaTrpSerProSerSerAspCysProThrThrArgAlaCyaAiaCysThrArgArg 
A6GCCCAGG6CTTCAA6AGCGT6GTCGCCGTCATCGGACTGCCCAACGACCCGA6C6TGC6CCT6CACGAGGCGC- S75 
TCCG66TCCCGAAGTTCTCGCACCAGCGGCAGTAGCCTGACGGGTTGCT6GGCTCGCAC6CGGACSTGCTCCGCG 
Pro61yProSerOP SerArgProArgArgOP ArgUalAlaTrpArgGlySerArgAla61yAlaArgPr Ala 

GlyLeuAlaGluLeuAlaHiaAspGlyAspAspSerGlnGlyyalVelArgAlaHiaAlaGlnValLeuAr-gGlu 
AlaTrpProLy3LeuLeuThrThrAlaThrMetProSerGlyLeuSer61yLeuThrArsApgCy3SerAlaSer 

61yTyrThrAlaArgGlyThrLeuArgAlaAlaGlyTyrLy3Hi361yGlyTrpHisAspUalGlyPheTrpGln 
ArgIleHi3ArgAlaArgAspAlaAlaGlySerArgLeuGlnAlaArg61yLeuAlaArgArg61yValLeuAla 
SerA 3 pThrProArgAlaGlyArgCy3GlyGlnProAiaThrSerThr61yAlaGlyThrThrTrpGlySerGly 
TC6GATACACC6CGCSCGGGACGCTGC6G6CAGCCGGCTACAAGCACS66G6CTGGCACGACGTGGGGTTCTG6C 758 
AGCCTATGT6GCGCGCGCCCTGCGACGCCCGTCSGCCGATGTTC6TGCCCCCGACCGTGCTGCACCCCAAGACCG 
ArglleCysArgAlaArgSerAlaAlaProLeuArgSerCysAlaArgProSerAlaArgArgProThrArgAla 
SerVal61yArgAlaProArgGlnProCysGlyAlayalLeuValPpoAlaProValValHi3ProGluProLeu 
ProTyrU a iAi aAra p ro y a iSerArgAlaAlaProAf1 LeuCysProProGlnCysSerThrProAsnGlnCys 

ApgA3pPheGluLeuPpoAlaProProArgProWalArgProValThpGlnIle 
AlaArgLeuArgAlaAlaGlyProAlaProPpoArgProAlaArgHi3ThrA3p 
SerAlaThrSerSerCysArgProArgProAlaProSerGlyProSerHisArgSer 
A6CGC6ACTTC6AGCT6CCG6CCCCGCCCC6CCCC6TCCGGCCCGTCACACAGATCT 807 
TCGCGCTGAAGCTCGACGGCCGGGGC66GGCGGGGCAG6CCG66CA6TGT6TCTA6A 
AlaArgSerArgAlaAlaPro61yAlaGlyGlyArgGlyAlaApgOP YalSepApg 
AlaU a l61uLeuGlnApg61yApgGlyAla61yAspPpoGlyA3pCy3LeuAsp 
ApgSepLysSepSep61yAlaGlyGlyApgGlyThpApgGlyThpUalCy3lle 
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DNA-Sequenz II 

1 JSATCT66ASC6AC6TCCTB6SSSCC6STCCGST6CTSCCCSS66ACSACTTCTTCTCCC 
TCTAGACCTCSCTGCASGACCCCCGG^ 
***** *** 

1 B6LII XHOII. 2 DPNI SAU3A . 5 6SUI . 12 AATII ACYI 13 MAEII 
5MAI , 40 NCII, 52 MBOII. 59 MNLI . 

Irnn™? CCTCCATC ^ 
AGCC6CCGT6SAGGTAGAGCCSCAAC6CCCACCASAGCeC6TASSCSTTCCTT6A6CCGC 

GB HGICI, 70 MNLI. 97 FNUDII. 100 SFANI , 101 FOKI . 

1 2 1 TGCCACTCCG6CTCGCCGTGATCTTCGAGACGCCGTCCCTGGAAGC6GT66CCGAATCC6 

ft C66TGA6GCC6AGCGGCACTA6AA6CTCT6C6GCAG66ACCTTCGCCACC66CTTAGGC 

- 

Ml H L \' U0 DPNI SAU3A> ,4 2- HBOII, 149 ACYI H6AI TTH111I 
158 APYI ECORII. 1B9 CFRI GDIII. 174 HINFI , 160 RSAI. 

1 8 1 TACTCCGCGAACTGAA6G66AC6TA6TAAAGAGGT6CCCGCCACCC6CTTTCGCA6AACA 
ATGAG6C6CTTGACTTCCCCTGCATCATTTCTCCACGGGCGGT666C6AAAGCGTCTTG^ 

186 FNUDII. 201 MAEII , 211 MNLI. 213 HGICI. 214 SDUI. H 

241 "n?C!^C! ACCACACST6AGCCCASAACGACSCCC5STC SAeATCCGTCCCGCCACCG 
66CTTCCTTCT66T6TGCACTCG66TCTTGCT6C666CCA6CTCTAGGCA6G6CGGTG6C 

247 MBOII. 254 AFLIII . 255 PMACI . 256 MAEII. 2B0 HGIJII SDUI 
. 271 ACYI HGAI. 275 NCII. 283 XHOII. 284 BINI DPNI SAU3a" 

30 ' f^S; CAT6GCeSCSSTCTeCeACAT C6TCAATCACTACATC6AGAC6A6CACS6TCA 
GGC6GCT6TACCGCCGCCAGACGCT6TAGCAGTTA6T6ATGTAGCTCTGCTCGTGCCA'6T 

303 BGLI. 308 NLAIII . 324 TTH111I. 350 HGIAI SDUI. 357 HINCI 



40 3B1 



ACTTCCGTACGGA6CC6CAGACTCCGCAGGAGT6GATC6ACGACCTGGAGC6CCTCCA66 
T6AAGGCATGCCTC6GCGTCTGA6GC6TCCTCACCTAGCT6CT6GACCTC6C6GA66TCC 

*** AA A AAA A 

3B7 RSAI, 380 HINFI. 394 BINI. 395 DPNI SAU3A , 404 APYI ECOR 
* 419 AUAII 1 ' HAEI1 ' 4 ' 3 MNLI ' 4U SSUI - 4,8 APYI EC0RI1 



421 



J^ G 5I^^r 66CTC6TCGCCGAeGTSBAGSeCSTC6T CSCC66CATCGCCTACGCCG 
TGGCGATG666ACC6AGCA6CGGCTCCACCTCCCGCAGCA6C66CCGTA6C6GATGC6GC 

C66S6flCCTTCCS66CGTT6CSG«T6CTSACCTSGC»6CTC«CCTSCC«C»TSC«W666 
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DNA-Sequenz II ( F ortset zung ) 



54 1 ACCGGCACCAGCGGCTCGGACTG6GCTCCACCCTCTACACCCACCTGCTGAA6TCCr 
TGGCCGTGGTCGCCGAGCCT6ACCC6AGGTGGGAGATGT6GGTGGACGACTTCAG6Tf 

544 HBICI. 549 NSPBII. 5E3 H6IJII 5DUI , 572 MNLI , 578 TAQII, 
583 BSPMI..595 NCOI STYI , 59G NLAIII, 600 MNLI. 

801 AGGCCCAGGGCTTCAAGAGCGTGGTCGCCGTCATCGGACTGCCCAACGACCCGAGCGTGC 
TCC6SGTCCCGAAGTTCTC6CACCAGCGGCAGTAGCCT5fiCG5GTTGCTGGGCTCGCACG 

605 APYI ECORII, B50 AUAI , 

661 GCCTGCACGAGGCGCTCGGATACACCGCGCGCGGGACGCTGCGGGCAGCCGGCTACAAGC 
CGGAC6TGCTCCGCGAGCCTATGTGGCGC6C6CCCTGCGACGCCCGTCGGCCGATGTTC6 

669 MNLI, 671 HAEII, B86 FNUDII, 687 BSSHII, 58S FNUD I J 590 
FNUDII, 695 H6AI , 698 BBVI , 705 BBVI . 706 NA£ I 716 Trw u ■ : 
I . 

721 ACGGG6GCTGGCACGACGTGGGGTTCTGGCAGCGCGACTTCGAGCTGCCGGCCCCGCCCC 
TGCCCCCGACCGTGCTGCACCCCAAGACCGTC6CGCTGAAGCTCGACGGCCGGGGC6GGG 

732 DRAIII, 736 MAEI I , 749 BBVI . 753 FNUDII, 763 ALUI , 764 B 
BVl , 767 NAEI f 

781 GCCCC6TCC6GCCCGTCACACAGATCT 
CGGGGCAGGCCGGGCAGTGTGTCTAGA 

795 MAEIII, 802 BGLII XHOII, 803 DPNI SAU3A , 



AnsprUche 

1. Resistenzgen gegen Phosphinothricin (PTC), erhaltlich aus der Gesamt-DNA von auf 
Phosphinothricyl-alanyl-alanin (PTT)-Reststenz selektiertem Streptomyces viridochromogenes DSM 4112 
durch Schneiden mit Bam HI, Klonieren eines 4,0 kb groflen Fragments und Selektion auf PTT-Resistenz. 

2. Gen nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch die Restriktionskarte gemafl Rgur 1. 

3. Gen nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet durch die DNA-Sequenz I (Anhang), Position 258-806. 

4. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 zur Herstellung PTC-resistenter Pftanzen. 

5. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 als PTT-Resistenz-Marker in Bakterien. 

6. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 als PTC-Resistenzmarker in PflanzenzeHen. 

7. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 zur seiektiven N-Acetylierung der L-Form von racemi- 
schem PTC. 

Patentanspruche fur die folgenden Vertragsstaaten: Osterreich und Spanien 

LVerfahr n zur Gewinnung eines Resistenzgens gegen Phosphinothricin (PTC), dadurch gekennzeich- 
net, dafl man aus der Gesamt-DNA von auf Phosphinothricyl-alanyl-alanin (PTT)-Resistenz selektiertem 
Streptomyces viridochromogenes DSM 4112 durch Schn iden mit Bam HI ein 4,0 kb grofles Fragment 
isoliert, dieses ganz Oder ein das Resistenzgen enthaltendes Teiifragment davon kloni rt und auf PTT- 
Resist nz selektiert. 
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3. Verwendung des nach Anspruch 1 oder 2 erhaltlirh«n r^o u 

Pflanzen. ernaitiichen Gens zur Hersteilung PTC-resistenter 

4. Verwendung des nach Anspruch 1 oder 2 erhaltlichen fipn« a i* dtt o * 

im , v ™ g aes ^ ^ , oaer 2 9 j:- : !k:;™~2^?22^ 

Fo^I^Shem^ An5P " ,C '' ' ^ 2 ,rh " CBe " Q "» ~ — N-**,*™* de, L- 
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Fig - 1 
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